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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】 
紫外線照射による皮膚酸化ストレス負荷マウスを用いその皮膚機能障害を客観的に評価するとと
もに、補中益気湯（HET）内服が及ぼす影響、さらにその皮膚酸化ストレス抑制作用の機序の解明を
研究の目的とした。 
【対象】 
HR-1ヘアレスマウスを対象とした in vivo実験を行った。 
【方法】 
HET エキス 2%、10%を餌に混じて飼育した 8週齢オス HR-1ヘアレスマウス群とコントロールとして
通常餌にて飼育した群の各々の背部に Ultraviolet B 70 mJ/cm2を単回照射し、4 日後に経表皮水分
蒸散量（TEWL）、角質水分量（SCWC）、およびテープストリップした角層を使用し、カタラーゼ活性（SCCA）、
カルボニル化蛋白（SCCP）の定量を行った。また、HET に H2O2 を反応させ、残存 H2O2 を測定し H2O2 
scavenging ability を評価した。さらに、HET を投与したオス HR-1ヘアレスマウス背部の皮膚組織
を使用し、RT-PCRで抗酸化関連蛋白および炎症性サイトカイン、COX2の mRNA 発現量を調べた。 
【結果】 
紫外線照射により TEWL は著明に増加、SCWCは著明に減少し、皮膚バリア障害を反映した。HETは
用量依存的にそれらを有意に抑制した。また、紫外線照射により SCCAは著明に減少、SCCPは著明に
増加し、カルボニル化蛋白蛍光顕微鏡写真でも明らかな変化が認められ、活性酸素が生じていること
が示唆された。HET はそれらに対し用量依存的に有意に抑制した。HET の H2O2 scavenging ability
は、コントロールのアスコルビン酸と比べてはるかに低いものであり、マウス皮膚での COX2の mRNA
発現量が HET投与によって低下する傾向にあった。 
【結論】 
HET は紫外線照射による皮膚障害を、抗炎症作用を主とした機序で軽減する作用をもつことが示唆
される。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
補中益気湯(HET)は古くから全身倦怠感、脱力、疲労、易感染状態などに対して使用されてきた漢
方方剤であるが、近年、大阪市立大学皮膚科を中心に二重盲検ランダム化比較試験が行われ、気虚を
伴うアトピー性皮膚炎に対する有効性が確かめられた。これにより日本皮膚科学会のアトピー性皮膚
炎診療ガイドラインにも記載されるなど皮膚科学分野で注目されている方剤である。 同皮膚科にお
いては、拘束ストレス負荷マウスに HETを与えた場合に、ストレスによる皮膚バリア障害が抑制され
た実験結果も発表されており、この方剤については、さらなる作用機序の解明を行う必要がある。バ
リア機能への影響を調べるため、表皮に対して紫外線(UV)を照射し、HETが紫外線ストレスに対する
防御能を高めるか否かを検討した。 
HR-1 hairless mouse ♂(n=5)×6 群用意した。HETを混じた餌(重量に対し 0%,2%,10%)を自由に摂
取させ 1週間飼育し、それぞれ UV照射群・非照射群をつくった。照射群には、背部に紫外線
（UVB:70mJ/m2)を単回照射した。照射 4日後に皮膚の測定を行った。経表皮水分蒸散量(TEWL)と角質
水分量(SCWC)は計測器で測定した。角層をセロハンテープでストリッピングした検体を 20μmol/L 
fluorescein-5-thiosemicarbazide, 0.1mol/L 2-morpholinoethane sulfonic acid-Na(pH 5.5)緩衝
液に浸漬し、蛍光顕微鏡で撮影した画像をコンピューター画像処理ソフト Adobe® Photoshop®7.0 に
取り込み、単位ピクセルあたりの輝度を算出させ、その数値をカルボニル化蛋白レベル(SCCP)とした。
また検体を 250nmol/L H2O2を入れた 1.5mLエッペンチューブに 120min浸し、horseradish peroxidase 
存在下に 4-aminoantipyrine と phenolを反応させ、550nm吸光度を測定し H2O2消費量を決定した。
同時に測定した角層蛋白量で H2O2消費量を除したものを catalase活性(SCCA)とした。また、HETに
よる H2O2消去能を測定すると共に HET投与マウス皮膚(UV照射なし)の RT-PCR を行い、関連指標とな
る蛋白、サイトカインを測定した。その結果、HET非投与群では UVB照射により、TEWLは有意に上昇、
SCWCは有意に低下し、UV照射による皮膚バリア障害が生じていた。また、UVB 照射マウスの有意な
SCCA低下と有意な SCCP上昇を認め、活性酸素による損傷が生じていた。一方、HET投与群では用量
依存性にすべてのパラメータの有意な抑制がみられた。HET自体の H2O2消去能の測定結果では消去能
力はわずかしかなく、HET は特定の代謝を介して皮膚の活性酸素消去能を高めていると考えられた。
HET 投与マウス皮膚(UV照射なし)の RT-PCRにて、活性酸素除去の関連蛋白(γGCS、SOD1、SOD2、
catalase)の mRNA発現はコントロール群に比して変化なく、炎症性サイトカイン(IL-1α、IL-1β、
IL-6)はやや減少傾向、COX2 の減少傾向を認めた。すなわち、HET投与は炎症の起こりにくい環境を
誘導し、UV照射誘導による活性酸素性炎症が抑制され、皮膚バリア障害の抑制効果が発揮されると
考えられた。 
以上のように、本研究は漢方方剤である補中益気湯による炎症性皮膚疾患に対する有効性の機序の
一端を明らかにしたものであり、これからの漢方医学の実験的検証に大きく貢献するものと考えられ
る。よって著者は博士（医学）の学位を授与されるに値するものと判断した。 
